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@ Precede de preparation conjolnte d'oligosldes riches en fructose et d'acide gluconique par voie f ermentaire. 

(g) Procede de preparation aerobie conjointe d'acide gluconi- 
que, de fructose et d'oligosldes dans lequel on fait agir sur des 
solutions de saccharose des micro-organismes Aspergillus 
niger en maintenant la solution i un pH voisin de 5 par addition 
r^gulee d*un liqulde basique transformant I'acide gluconique en 
gluconate. caractSrise en ce que : 

- un pied de cuve est pr6par6 par fermentation d'Aspergillus 
niger dans la solution de saccharose difuee. 

- lorsque la concentration en glucose est d'environ 10 g/l ou 
lorsque la concentration en GFz est proche de son maximum, la 
concentration en saccharose est augment6e k plus de 400 g/l 
sur des cellules prolifSrantes d'Aspergillus niger. 

- les micro-organismes sont separes du milieu de culture avant 
epuisement de la concentration en saccharose pour Sviter 
rhydrolyse des oligosldes, 

- lesdits ollgosides et fructose sont s6par6s de Tacide 
gluconique ou du gluconate. 
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Description 

Proc6d6 de preparation conjointe d'oligosldes riches en fructose et d'acide gtuconique par voie 

fermentalre. 

LMnventlon se situe dans le domaine de la demands de brevet FR-85/15027 ddposSe par la demanderesse. 
5 Ladite demande de brevet decrit un precede de preparation de fructose et d'acide gluconique (ou 
gluconate) par vole fermentalre a partir de solutions de saccharose. Un seul micro-organisme est utills6 du 
type Aspergillus et notamment Aspergillus niger. Une seule §tape de proc6d§ est necessatre. Les solutions 
contiennent molns de 200 g/l en saccharose. 

La demanderesse a constate qu*en modtfiant certatnes conditions dudit proc6d6, des oligosldes riches en 
10 fructose peuvent etre prepares. 

Ces demiers sent d'un lnter§t certain pour rafimentation. lis ont un pouvoir sucrant mais ne prSsentent pas 
les lnconv6nients du saccharose : effet carlogSne et inversion immediate en glucose et fructose avec 
absorption rapide de glucose sans d^pendance de Tinsuline. 

Ainsi, on a propose de remplacer ie saccharose par un melange glucose-fructose plus riche en fructose par 
15 exemple a 70 o/o de fructose. 

On a vu apparaTtre des oligosldes riches en fructose contenant de 2 ^ 9 molecules de fructose pour une 
molecule de glucose, ce que Ton ecrlt GFn avec n » 2, 3,...9. 

La demande de brevet franpais FR-81/06308 decrit un procede d'obtention par voie exclusivement 
enzymatique, d*oligosaccharides a partir de saccharose sous Taction d*une preparation enzymatique de 
20 fructosyl-transferase soit d'origine microblenne, soit d'origine vegetale. 

Le document propose comme source d'enzymes divers micro-organismes, en particulier des champignons 
du genre Aspergillus (Aspergillus niger,...) du genre Penicillium, du genre Fusarium, des levures du genre 
Saccharomyces, genre Pichia et des especes vegetales comme Asparagus officinalis, Helianthus tuberosus... 

L'inconvenient de ce proc6d§ est de s§parer la secretion de I'enzyme et son action catalytique sur le sucre. 
25 En outre, le procede ne parle pas de production d'acide gluconique. 

La demande de brevet frangais FR-86/10106 decrit un precede d'obtentlon d'oligosaccharides a partir de 
saccharose par voie exclusivement enzymatique avec elimination du glucose par oxydation enzymatique, soit 
microbienne. 

Le procede selon la presente invention offre ia particularite de faire agir directement en une seule etape sur 
30 la solution de saccharose un seul micro-organisme qui presente les potentialites de fabriquer, k partir de 
solutions concentr6es en saccharose, des oligosldes riches en fructose, du fructose pur et d'Sliminer le 
glucose par oxydation en acide gluconique, ce avec de bons rendements. 

Ledit proc6d§ consiste a placer des cellules proliferantes d'Aspergiilus niger au contact de solutions 
concentrees a plus de 400 g/l, en saccharose et a un pH voisin de 6, avec une alimentation regulee en solution 
35 de saccharose et en un liquide basique qui transforms Taclde gluconique en gluconate. 

Conditions operatolres 

La fermentation est effectuee en aerobiose par des cellules de preference en phase prolif§rante (nombre de 
cellules en accroissement). k la rigueur en fin de phase proiiferante. 
40 Les souches utilisees sent de preference des souches d'Aspergillus niger. 
Dans tous les cas, le milieu de culture a ia composition suivante : 
- saccharose d concentration variable superieure it 400 g/l, suivant les modes de fermentation, et de 
preference superieure a 750 g/I. Pour demarrer les reactions de fermentation, les solutions sont diluees, par 
exemple, a environ 160 g/i. puis la concentration est augment^e graduellement jusqu'a la valeur choisie pour 
45 le fonctlonnement. 

- sels mineraux necessaires a la croissance fongique : 

environ 1 g/l 
environ 1 g/l 
environ 0,25 g/l 
environ 0,25 g/l 
environ 0,01 g/l 

55 La temperature de culture est comprise entre 20 et 40*^0, de preference egate d 30** C. 

L*agitation est calculee de maniere optimal e en fonctlon des conditions opSratoires requises. Dans la 
plupart des experiences, Tagitation est de 800 tr/min. 

L'aeratlon est assuree par de I'air sterile ^ raison d'au moins 1 volume d'air par volume reactionnel et par 
minute (note par la suite 1 wm). 
$0 i«e pH peut etre regule ou non. Le pH peut etre r6gule a une valeur comprise entre 3,0 et 7,0 et de pr6f6rence 
5,0 par addition d'une base (solution de soude, de potasse, lalt de chaux, chaux en poudre, carbonate, autre 
source azot^e,...). 

Le proc§d§ de preparation comprend une premidre 6tape, dans laquelle les souches Aspergillus niger sont 



. Ca(N03)2.4H20 
, NH4H2PO4 
. KCI 

. MgSO4.7H20 
. FeCIs 
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cuitiv^es en aerobiose dans une solution de saccharose diluee, de preference a moins de 200 g/l en 
saccharose, 150 g/I exemple, ladite solution etant additlonnee des nutriments necessalres et agitee. 

Uevolution de la reaction est sulvie par dosage de glucose ou par dosage des triosides GF2, ou suivie de 
tout parametre y etant correle. 

Lorsque la concentration en glucose avoisine 10 g/l ou iorsque la concentration en triosides est proche de 5 
son maximum, la concentration en saccharose est augment^e jusqu'a sa valeur nomlnale en fonctlonnement, 
valeur superieure a 400 g/l et de preference superieure a 750 g/l. 

En effet. II a 6t6 constate qu'il fallait malntenir dans le milieu une concentration r^siduelle en glucose afin 
d'assurer une vitesse optimaie de production d'acide gluconlque. Une concen tration a 10 g/l en glucose a 
ete chosie pour optimiser la production simultanee en fructose et aclde gluconique, ce qui correspond a une 10 
production en aclde gluconlque de 10,6 g/Lh. 

La reaction d'oxydation de glucose etant de loin la principale consommatrice d'oxygene, on peut relier la 
diminution de cette vitesse de production d'acide gluconique a une augmentation de la concentration en 
oxyg^ne dissous. La mesure de ce parametre permet done de suivre dgalement la reaction. 

II a §t§ observe que la polymerisation en QFn commence par la production de GF2 puis apr^s un maximum 15 
de GF2 les ollgosldes GF3, GF4... se torment. Ainsi, le maximum de la courbe des triosides correspond a un 
optimum dans Pactivite des mlcroorganismes. Ce crit^re a ^te retenu pour determiner le moment auquel la 
concentration en saccharose peut dtre elevde. 

En fonctionnement, rallmentation avec la solution concentree en saccharose peut etre faite a debit 
constant, elle peut egalement etre asservie a la regulation du pH ou a la concentration en oxygene dissous. 20 

On peut operer en mode discontlnu, seml-continu ou continu, ces 2 derniers modes etant preferes. 

En effet, les essais menes par la demanderesse ont montre que Thydrolyse des oligosldes, reaction a 
cinetlque lente qui est favorlsee par un abalssement du pH, ne commence que lorsque le saccharose est 
epulse. Cela correspond en mode continu ou semi-continu a I'arrSt de Talimentation et en mode discontinu k 
I'epuisement de la charge Inttiale en saccharose. 25 

L'avancement de la r6action est suivi par mesure du pH et de la pression partielle en oxygSne dissous. 

Les produrts sont doses au cours de la reaction, par chromatographie liquide haute performance par 
exemple. 

Dansle precede ci-decrit, les enzymes synthetisees pendant la croissance fongique ont pour effet : 

- de transferer n groupements fructosyl a partir de n molecules de saccharose conduisant a (n-1) molecules 30 
de glucose G et une molecule d*h6t6rQ-otlgosldes de structure GFn, 

nGF — > (n-1) G + GFn 

- d'hydrolyser les oligosides formes en glucose, fructose et oligosides de degre de polymerisation inf6rieure. 35 

- et dans tous les cas d'oxyder le glucose libere en acide gluconique. 

Pour simplifier Pecriture, on appelle F le fructose, G le glucose, AG Tacide gluconique, FG le saccharose, 
GF2, GF3, GF4.... les oligosides et Fn les oligofructosides. 
On parlera en r6sum6 d'oligosldes pour designer sans distinction les GFn et les Fn. 

La presence des molecules de glucose est le plus souvent d^valorisante par suite de leurfaible valeur et de 40 
la difficulte a les extraire du milieu reactionnel. 

Le melange ainsi forme d'acide gluconique et d'oiigosides conduit a I'obtention d'une part de I'acrde 
gluconique ou d*un gluconate et, d'autre part, des oligosides riches en fructose ou du fructose par des 
operations de purification simple et selective (resines echangeuses d'lons, precipitation au methanol, 
electrodialyse). Les oligosides conduisent par hydrolyse a des solutions tres riches en fructose. 45 

Pour eclairer la description, les exemples sulvants presentent : 

- une fermentation semi-continue avec alimentation en substrat contrdlee par la mesure de la pression 
partielle en oxygene dissous, 

- une fermentation semi-continue avec alimentation a d6bit constant. 

- deux femnentations semi-continues avec alimentation dependante de la regulation de pH. so 

Exemple 1 : Fermentation semi-continue (alimentation regulee) 

La fermentation avec alimentation programmee en substrat est effectuee dans un reacteur Inflniment 
melange BIOLAFITTE de 20 I, equipe d'un systeme de regulation de pH et d'un bortier d'asservissement de 
Talimentation a la concentration en oxygene dissous. 55 

La souche utillsee est A. niger INSG 492. 

Uagitation est de 800 tr/min. 

L'aeration est de 1 wm (augmentee par increments coupl6s au dibit d'alimentation). 

Le pH est riguie k 5 avec une solution de soude ION. L'inoculum represente le 1/10eme du volume initial. La 
fermentation se d^roule comme suit : 60 
' pied de cuve initial de 7 I avec une solution initiate de saccharose ^ 165 g/l complStde en sels mln^raux, 

- apres 15 h de culture soit quand la concentration de glucose dans le milieu est voisine de 10 g/l, le reacteur 
est alimente avec une solution de saccharose concentree a 873 g/l. Cette alimentation est asservie & une 
concentration en oxygene dissous de 1.5 mg/l correspondant k la vitesse maximale d'oxydation du glucose. 

A 15 h de culture, les concentrations sont les suivantes : 65 
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. acide gluconique 


53 g/l 


. fructose 


16 g/l 


. saccharose 


12 g/l 


. glucose 


8 g/l 


. GFs + F3 


52 g/l 


. GF3 + F4 


42 g/l 


. GF4 + Fs 


6 g/l 



7(7 a 45 h de culture, le volume de fermenteur est de 15 I, ie milieu de culture a la composition suivante : 



15 



20 



. acide gluconique 223 g/l 

. fructose 16 g/l 

. saccharose 30 g/l 

• glucose • 5 g/l 



25 



30 



GFg + F3 41 g/l 

GF3 + F^ 56 g/l 

GF^ + F5 69 g/l 

GFg + F^ 46 g/l 

6F^ + F^ a GFg + <0,05 g/l 



> = 212 g/l 



35 



40 



Le rendement carbone est de 98P/o. La producth/lte est de 5 g/l.h en acide gluconique. 
Apres 63 h de culture, I'alimentation en saccharose concentre est arritSe. Le volume r^actionnel est alors 
de 18,5 I. 

Les resultats des dosages sont les suivants : 



45 



50 



55 



acide gluconique 250 g/l 

fructose 24 g/l 

saccharose « 14 g/l 

glucose 2 g/l 

GFg + F3 34 g/l 

GF3 + F^ 56 g/l 

GF^ + F5 60 g/l 

GFg + F^.- 56 g/l 



> = 206 g/l 



60 Le rendement carbone est de 90 0/0.. 

Le rendement en acide gluconique est egal k 80 0/0 du rendement thiorique. Cependant, la concentration en 
glucose sous toutes ses formes (oxydee en acide gluconique ou dans le motif des oligosides) est de 59 g/l, ce 
qui ramdne le rendement molaire k sa valeur thterique. Le deficit du rendement peut §tre attribu§ k une 
consommation du fructose. 
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Exemple 2 : fermentation semi-contlnue avec alimentation ^ d§bit constant 
Les conditions de culture sont donnees ci-dessous : 

- reacteur CHEMAP de volume 20 I, 

- agitation : 800 tr/min, 

- aeration : 1,1 wm (debit augmente graduellement avec le volume reactionnel), 

- pH regule a 5 avec une solution de soude 10N, 

-Inoculum : Aspergillus niger INSG 492 : 1/10eme du volume initial. 
La culture s'est d6roul6e en 2 temps : 

- culture discontinue de 6 I avec une concentration Initiale en saccharose de 150 g/i complementSe en sels 
mineraux, 

- alimentation a debit constant egal a 0,162 l/h avec un sirop de saccharose a 873 g/L 
L'allmentation est commencee quand la teneur en glucose atteint 10 g/l dans le pied de cuve. 
Le volume final est de 18,5 I. 

A rarret de la culture (t = 83,5 h), la composition du milieu est la suivante : 



10 



15 



acide gLuconique 322 g/l 

fructose 157 g/i. 

saccharose 18 g/L 

glucose 2 g/l 

+ F3 31 g/l 

GF3 + 19 g/L 

GF4 + F5 18 g/L 

GF5 + F^ 40 g/L 

GF^ + a GFg + <0,05 g/l 



> = 108 g/l 



20 



25 



30 



Les oligosides, non compris le saccharose reslduel, represented environ 38 oyb des sucres totaux. 



35 



Exemple 3 : fermentation semi-continue avec alimentation dependante de la regulation de pH. 
Les conditions de culture sont identiques a celles de I'exempie 2. 
La culture s'est deroulee comme suit : 

- culture discontinue de 5 I avec une concentration initiale en saccharose de 180 g/l complement6e en sels 40 
mineraux, 

- commencement de Talimentatlon (solution de saccharose a 873 g/l) quand ia concentration en triosldes GF2 
est maximale. 

Le milieu de culture a alors la composition suivante : 

45 

. acide gluconique 15 g/l 

. fructose 20 g/l 

. saccharose 49,5 g/l 

. glucose 32 g/i 

. GF2 + F3 69 g/l ^ 

. GF3 + F4 11 g/l 



Les oligosides (hors saccharose) repr6sentent environ 45 0/0 des sucres restants. 

L'allmentation est couples au volume du liquide regulateur de pH dans un rapport 9,5. 

A I'arret de I'alimentation (t = 50 h), le volume final est de 17 I. les concentrations sont les suivantes : 



55 



60 



65 
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acide gluconique 138 g/l 

fructose 58 g/l 

saccharose 108 g/L 

glucose ^8 g/l 

+ F3 199 g/l 

GF3 + 91 g/l 

GF^ + F5 16 g/L 

GF5 + F^ 2,2 g/l 

GF^ + F^ <0,05 g/L 



= 328 g/L 



2(7 Les oligosides (hors saccharose) representent 59 0/0 des sucres totaux. 

Le rendement en acide gluconique par rapport au saccharose est de 0,28 g/g, soit 49 0/0 du rendement 
theorique. 

Le rendement (par rapport au saccharose) en fructose est de 0.12 g/g. 
Le rendement en GF2 + F3 est de 0,41 g/g 
25 Le rendement en GF3 + F4 est de 0.19 g/g 
Le rendement en GF4 + F5 est de 0.03 g/g 
La productivite en acide gluconique est de 2,76 g/l.h. 
La productivite totate en oligosides est de 6,18 g/l.h. 

A 80 h (soit 30 h apr^s I'an'^t de la culture), la composition du milieu est la suivante : 

30 





... 259 


g/L 




55 


g/L 




18 


g/L 






g/l 




97 


g/L T 




... 124 


g/L 




54 


g/l > 


6P5 h 


6 






<0,05 g/l 



so Le oligosides (hors saccharose) representent environ 80 0/0 des sucres totaux. 
Le rendement carbone est de 103 0/0. 
La productivity en acide gluconique est alors de 3,25 g/l.h. 
La productivite globale en oligosides est de 3,54 g/l.h. 

Exemple4 : fermentation semi-continue avec alimentation dipendante de la regulation de pH des le d6but de 
la culture dans un rapport 6.1. 

Les conditions de culture sont identiques a celles de Texemple 3. 

Le milieu de culture ^ 50 h (fin de l*alimentation) k la composition suivante : 

60 



65 
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acide gluconique 140 g/l 

fructose 24 g/L 

saccharose 24 g/l 

glucose 31 g/l 

GF^ + 100 g/l 

GF^ + F^ 143 g/l 

GF^ + F5 46 g/l 

GF5 + F^..... 3 g/l 



I 



= 292 g/l 



10 



15 



Les oiigosldes (hors saccharose) representent environ 79 0/0 des sucres totaux. 
Le rendement en acide gluconique par rapport au saccharose est de 0,31 g/g. 
Le rendement en fructose (par rapport au saccharose) est de 0,05 g/g. 
Le rendement en GF2 + F3 (par rapport au saccharose) est de 0,23 g/g. 
Le rendement en GF3 + F4 (par rapport au saccharose) est de 0,32 g/g. 
Le rendement en QF4 + F5 (par rapport au saccharose) est de 0,10 g/g. 
La producttvite en acide gluconique est de 2,8 g/l.h. 
La productivity totale en oiigosldes est de 5,84 g/Lh. 

A 80 h. soit 30 h apres I'arrdt de Tallmentation en substrat, la composition du milieu est la suivante : 



25 



acide gluconique 


185 g/l 


fructose 


28 g/l 


saccharose 


17 g/l 


glucose 


39 g/l 


GF2 + F3 


65 g/l 


GFs + F4 


121 g/l 


GF4 -h F5 


85 g/l 


GFs + Fe 


12 g/l 
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Les oiigosldes (hors saccharose) repr6sentent environ 77 0/0 des sucres totaux. 

Le rendement en acide gluconique est de 0,34 g/g. 40 

La productivity en acide gluconique est de 2,06 g/l.h. 

La productivity totale en oiigosldes est de 3,53 g/Lh. 

Le rendement total de conversion reste tres votsin de 100 0/0. 

Entre 50 et 80 h, le rendement en acide gluconique + glucose passe de 0,67 k 0,75 mole/mole de 
saccharose. 45 
Par centre, la productivite en oiigosldes chute fortement de 5,84 a 3,53 g/l.h. 

La productivite en oiigosldes est maximaie apres 24,5 h de culture et est egale k 8.7 g/l.h. (mais le 
saccharose residuel est alors de 45 g/l). 

Les cinq exemples prScSdents montrent que le procedS de la demanderesse permet de fabriquer 
conjolntement. dans un seul reacteur. sand separation des phases de reaction, k partir de saccharose, I'acide 30 
gluconique et les oligosides au moins jusqu'a GF5. 

Le saccharose mis en oeuvre est prattquement entlerement consomme et on trouve tres peu de glucose 
comme sous-produit. 



55 



Revendications 



1. Procydy de preparation aSrobie conjolnte d'acide gluconique, de fructose et d'oiigosides dans 
lequel on fait agir sur des solutions de saccharose des mlcro-organlsmes Aspergillus niger en maintenant 
la solution k un pH voisin de 5 par addition rigulee d*un liquide basique transformant l*acide gluconique 
en gluconate, caractyrlsy en ce que : 

- un pied de cuve est prepare par fermentation d'Asperglllus niger dans la solution de saccharose dlluee, 

- lorsque la concentration en glucose est d'environ 10 g/l ou lorsque la concentration en GFe est proche 
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de son maximum, la concentration ©n saccharose est augmentee k plus de 400 g/l sur des cellules 
proliferantes d' Aspergillus niger, 

- les micro-organismes sont separes du milieu de culture avant §puisement de la concentration en 
saccharose pour eviter I'hydrolyse des oligosides, 
5 - lesdits oligosides et fructose sont separes de Tacide gluconique ou du gluconate. 

2. Precede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que la concentration en saccharose est d*au 
moins 750 g/l. 

3. Proc§de selon la revendication 1, caracterise en ce que I'on opere en fonctionnement continu ou 
semi-continu. 

10 



15 



a? 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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60 
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